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世界中で 1000 億アメリカドルと推定されている（Oka ら 2000）。現在、線虫
害を防除するために殺線虫剤が使用されているが、人や動物への健康被害およ
び環境汚染が問題となり、使用禁止になった殺線虫剤もあり、殺線虫剤に替わ


















線虫捕捉菌の研究の歴史は古く、1852 年に Fresenius により線虫捕捉菌の記
載がある（Fresenius 1852）。その後、1870 年に Voronin が線虫捕捉菌に形
成された網状の器官を観察したが、その機能までは解明できなかった（Voronin 
1870）。線虫捕捉菌の線虫捕捉作用は、1888 年に Zopf によってようやく解明
された（Zopf 1888）。一方、線虫寄生菌の発見は、線虫捕捉菌に比べて新し













表 1-1.  線虫捕捉菌の分類 
門 亜門 綱 目 科 属
子嚢菌 チャワンタケ ズキンタケ ビョウタケ オルビリア Arthrobotrys
Ascomycota Pezizomycotina Leotiomycetes Helotiales Orbiliaceae Dactylella
Monacrosporium
担子菌 ハラタケ ハラタケ ハラタケ ヒラタケ Hohenbuehelia










表 1-2.  線虫寄生菌の分類 
門 綱 目 科 属
子嚢菌 ユーロチウム菌 ユーロチウム マユハキタケ Paecilomyces
















担子菌 ハラタケ ハラタケ ヒラタケ Hohenbuehelia
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Pleurotaceae Nematoctonus
ツボカビ ツボカビ ツボカビ ツボカビ



















表 1-1 と表 1-2 は、現在の分類を基準に作成している（Gams・Zare 2001、






Gamsylella および Drechslerella の 4 つの属に分けられる。一方、Li ら（2005）
は、オルビリア科の線虫捕捉菌を Arthrobotrys、 Dactylellina および
Drechslerella の 3 つの属に分けた。rDNA の ITS およびβ-tubulin 遺伝子の塩
基配列により、Gamsylella に属していた線虫捕捉菌を Arthrobotrys または
Dactylellina へ加え、Gamsylella は解体された（Li ら 2005）。一連の研究
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の中で遺伝子配列による分類は捕捉器官の形態による分類に比較的近いことが











（Hagedorn・Scholler 1999）。Li らの提唱した区分では、Arthrobotrys では
網状もしくは無柄の球形、Dactylellina では有柄の球形または非収縮環と有柄
の球形、Drechslerella では収縮環である（Li ら 2005）。収縮環とは、線虫
が侵入した瞬間、環を形成している 3 つの細胞が膨張し、線虫を捕獲する捕捉
器官である（Barron 1977）。Nematoctonus は、有柄もしくは無柄の粘着性の


















ら 2009）、A. dactyloides では貧栄養状態などの悪環境において多数の捕捉
器官形成の誘導が生じたことから、線虫捕捉菌の捕捉器官形成において線虫の










より卵殻の表層のビテリン層が分解され（Khan ら 2006、Hallmann ら 2009、
Szabó ら 2012）、菌糸から産生されたセリンプロテアーゼ、キチナーゼによ
りビテリン層の下にあるキチン層と脂質層を分解し、感染する（Khan ら 2006、
Hallmann ら 2009）。ネコブセンチュウではビテリン層が 10～40nm あり、キ






























Paecilomyces variotii、P. fumosoroseus および P. viridis (=Chamaeleomyces 
viridis)が人間に対する病原菌（皮膚などへの寄生）として報告されている（北
見ら 2005）。また、Nectria radicicola（=Cylindrocarpon destructans）は、












最適 pH は線虫捕捉菌の種類により異なり、pH4.2 と pH7.0 の 2 箇所にあるもの
と pH4.2 付近にあるものがある（三井 1983）。一方、土壌中では、線虫捕捉
菌の捕捉活性については 20℃で最も高く、網状の捕捉器官を形成する糸状菌の
場合は、土壌 pH5.0～6.0 および pH7.1～7.5 で検出される確率が高まり、球状
の捕捉器官を形成する糸状菌の場合は、pH6.25～6.8 以下で検出される確率が
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知られている（Anastasiadis ら 2008）。Hirsutella rhossiliensis の胞子形
成は、温度、土壌 pH、土壌水分、土壌有機物に影響され、至適温度：20～25℃、
至適 pH：5.5～7.0 であり、高有機物含量で高まる（Timper・Brodie 1993、Rui
ら 2005）。テンサイシストセンチュウ（Heterodera schachtii）への寄生率
は、粗砂よりも壌土の方が高かった（Rui ら 2005）。また、H. rhossiliensis




















1984）。線虫捕捉菌 A. oligospora のセリンプロテアーゼ PII の特徴は、線虫
寄生菌の産出するセリンプロテアーゼに比べて、分子量が 35 kDa および 38 kDa
と大きく、pI が 4.6 および 4.9 と低いことである（Li ら 2006）。Soares ら
（2013）は、産生条件の違う Monacrosporium sinense のプロテアーゼを自活性
線虫 Panagrellus redivivus に供試し、致死率を調査したところ、プロテアー
ゼ産生条件のうち、水分、温度、グルコース濃度、イーストエキス濃度および
分生子数の違いは P.redivivus の致死率に影響を与えず、一方、pH および培養
時間について致死率において有意差があったことを報告している。一方、菌糸
を用いて線虫に感染する線虫寄生菌である P. chlamydosporia 、 P. 
suchlasporia、P. lilacinum および L. psalliotae の産生するセリンプロテア
ーゼは、分子量が 32～33 kDa、pI が 10.2 であり、線虫捕捉菌のセリンプロテ
アーゼと生化学的特長が違う（Li ら 2006）。また、Pochonia rubescen およ
び P. chlamydosporia からはそれぞれ分子量 32 kDa のアルカリセリンプロテ
アーゼ P32 および VCP1 が産生され、卵殻が溶解される（Lopez-Llorca ら 
2010a）。また、胞子を用いて線虫に感染する線虫寄生菌である Clonostachys 
rosea からは 2 種類のセリンプロテアーゼ（PrC および Lmz1）が検出された（Li
ら 2006）。PrC は、他の線虫寄生菌のセリンプロテアーゼに類似があった（Li
ら 2006）。PrC、Lmz1 とも分子量が 33 kDa、至適温度が 60℃であったが、pI










因も運動性阻害に関与していることが示唆された（Li ら 2006）。 




Hallmann ら 2009、Lopez-Llorca ら 2010b）。Freitas ら（1995）が行った
室内試験において Cayrol や Jatala が単離した菌株のジャワネコブセンチュウ



























2002、Hallmann ら 2009、豊田 2011、Bao ら 2013）。線虫密度の減少に線
虫捕捉菌や線虫寄生菌が関与していることが知られており（中園 1992、日本
土壌協会 2013）、「線虫害抑止土壌」から線虫捕捉菌や線虫寄生菌が分離さ
れた報告もある（De Leij・Kerry 1991、Pyrowolakis ら 2002、 Hallmann
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線虫捕捉菌の実用、市販化は、1978 年に Cayrol らによりマッシュルーム栽
培のキノコセンチュウ（Ditylenchus myceliophagus）防除を目的とした A. 
robusta が最初である（西沢 1988）。翌 1979 年にはネコブセンチュウ防除を
目的とした A. tortor (＝A. irregularis )が実用、市販化となり、国際的に




ることが経済的に困難と判断したため、2013 年 4 月 9 日に農薬登録が失効にな
った（農林水産消費安全技術センター 2014）。生物農薬「ネマヒトン」につ
いては、1981（昭和 56）年に研究開発を開始し、1984（昭和 59）年から 1985
（昭和 60）年に日本葉たばこ技術開発協会が試験を実施した結果、線虫防除効











Pochonia、Hirsutella および Trichoderma を用いて主に行われている。











線虫寄生菌の実用、市販化は、P. lilacinum、P. chlamydosporia および
Trichoderma の菌株で行われた（Hallmann ら 2009）。P. lilacinum では、ド
イツの Prophyta 社の「BioActWG」、南アフリカの BCP 社の「BCP」があり、P. 
chlamydosporia では、キューバの「KlamiC」がある（Hallmann ら 2009）。ま
た、Trichoderma では、イスラエルの「BioNem」（Sikora ら 2000) 、アメリ
カの「T-22 Planter Box」（Bennett ら 2009)がある。「BioActWG」は、P. lilacinum 
251 株の胞子（1010conidia/g）を製剤化したものであり、資材の組成は、P. 




1988、Freitas ら 1995、Siddiqui ら 2000、Anastasiadis ら 2008、Hallmann
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ら 2009、Hildaldo-Diaz・Kerry 2010、Lopez-Llorca ら 2010b、Wang ら 2010、










































































50mL 容プラスチック製ファルコンチューブに 40%ショ糖液 15 mL を入れ冷凍
庫に入れ凍結させた後、予め冷却しておいた水道水 5mL を重層し、冷凍庫で凍
結させた。次に、土壌または堆肥 10g をファルコンチューブの凍結した氷の上
にのせた。つぎに水 15 mL を加え、ファルコンチューブの蓋を締め、30 秒間手
で水平振とうし、土壌懸濁液を作成した。湯煎で氷を溶かした後、遠心分離









ダルキチン 0.3g/L、K2HPO4 0.7g/L、KH2PO4 0.3g/L、MgSO4 0.5g/L、FeSO4 0.01g/L、










旺盛な Arthrobotrys sp. TF006 を大量培養に供試した。また、Arthrobotrys sp. 
TF001、Arthrobotrys sp. TF003 および Arthrobotrys sp. TF006 については独
立行政法人製品評価技術基盤機構特許生物寄託センターに寄託した。株式会社
テクノスルガ・ラボによる試験結果では、Arthrobotrys sp. TF006 の ITS-5.8S 
rDNA 塩基配列は、アポロン DB-FU および国際塩基配列データベースに対する相
同性検索の結果、Arthrobotrys oligospora Fresen.と推定され（96.5～99.5％）、
分生子の形態から A. oligospora と確認された（写真 2-1、2-2、表 2-2、2-3）。 
 
 
写真 2-1.単離された線虫捕捉菌 Arthrobotrys oligospora TF006 
供試土壌から二層遠沈浮遊法を用いて抽出した線虫懸濁液 約 1 mL を 1％素寒天培地に塗布し、インキ
ュベーター内で培養（25℃・1 週間）した後、実体顕微鏡（オリンパス）を用いて観察した。捕捉器官（T）





写真 2-2.単離された線虫捕捉菌 Arthrobotrys oligospora TF006 の分生子 
Arthrobotrys oligospora TF006 を 0.03％コロイダルキチン培地に植菌し、インキュベーター内で培養
（25℃・1 週間）した後、生物顕微鏡（オリンパス BH-2）を用いて観察した。分生子（S）の形態などか
ら Arthrobotrys oligospora と同定した。 
 
表 2-1.単離した線虫捕捉菌 
名称 分離した圃場 特許生物寄託センター 
寄託番号 
Arthrobotrys sp. TF001 茨城県土浦市・ダイコン圃場 FERM P-19282 
Arthrobotrys sp. TF002 長崎県大村市・キュウリ圃場  
Arthrobotrys sp. TF003 熊本県熊本市・ナス圃場 FERM P-19283 
Arthrobotrys sp. TF004 京都府京田辺市・チャ圃場  
Arthrobotrys sp. TF005 鹿児島県曽於市・メロン圃場  
Arthrobotrys sp. TF006 長崎県大村市・トルコキキョ
ウ圃場 
FERM P-19284 
Arthrobotrys sp. TF007 新潟県新潟市・トマト圃場  






表 2-2.アポロン DB-FU BLAST 検索結果．Arthrobotrys sp. TF006 の ITS の塩基
配列と上位の塩基配列との相同率（株式会社テクノスルガ・ラボによる試験結
果） 
登録名 株名 Accession No. 相同率 BSL 
Arthrobotrys javanica CBS534.63 U51947 478/529(90.4%)  
Monacrosporium thaumasium CBS176.37 U51972 470/529(88.8%)  
Monacrosporiumu eudermatum CBS770.85 U51975 464/522(88.9%)  
Monacrosporium eudermatum CBS769.85 AF106530 463/527(87.9%)  
Arthrobotrys thaumania CBS322.94 AF106526 463/530(87.4%)  
Monacrosporium eudermatum CBS377.97 AF106528 468/526(89.0%)  
Duddingtonia flagrans CBS565.50 U51961 464/468(92.7%)  
Arthrobotrys musiformis CCRC32665 U51948 463/528(87.7%)  
Arthrobotrys cladodes CBS433.81 U51952 463/528(87.7%)  
Arthrobotrys cladodes CBS433.81 U51945 463/528(87.7%)  
Arthrobotrys superba CBS109.52 U51949 461/529(87.1%)  
Monacrosporium elegans CBS300.94 AF106522 459/525(87.4%)  
Arthrobotrys botryospora CBS321.83 U51955 453/527(86.0%)  
Dactylella gampsospora CBS127.83 U51960 452/524(86.3%)  
Monacrosporium lobatum CBS329.94 AF106524 434/530(81.9%)  
Monacrosporium arcuatum CBS174.89 AF106527 441/528(83.5%)  
Monacrosporium leptosporum CBS560.92 AF106529 444/525(84.6%)  
Dactylella lysipaga CBS486.63 U51959 443/529(83.7%)  
Arthrobotys polycephala CBS486.63 U51951 454/526(86.3%)  
Monacrosporium haptotylum CBS325.94 AF106523 430/521(82.5%)  
Dactylella mammillata CBS229.54 AY902794 431/527(81.8%)  
Dactylella copepodii CBS487.90 U51964 391/464(84.3%)  
Dactylella candida CBS200.50 U51957 436/521(83.7%)  
Dactylella candida CBS200.50 U51963 436.521(83.7%)  
Monacrosporium tentaculatum CBS206.64 AF106531 432/526(82.1%)  
Monacrosporium psychrophilum CBS319.94 U51977 311/338(92.0%)  
注）BSL はバイオセーフティレベル（レベル 2 以上を標記）を意味する。 
注）網掛けは、系統樹の作成に使用した配列データを示す。 
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表 2-3.国際塩基配列データベース BLAST 検索結果．Arthrobotrys sp. TF006
の ITS の塩基配列と上位の塩基配列との相同率（株式会社テクノスルガ・ラボ
による試験結果） 
登録名 株名 Accession No. 相同率 
Arthrobotrys oligospora ATCC96709 EF445989 655/672(97.5%) 
Arthrobotrys oligospora - AM412778 657/674(97.5%) 
Arthrobotrys oligospora 920 AY773462 634/646(98.1%) 
Arthrobotrys sp. R251 HQ649929 637/655(97.3%) 
Arthrobotrys oligospora BCRC34588 GU799560 630/647(97.4%) 
Arthrobotrys oligospora - EU977526 598/601(99.5%) 
Arthrobotrys oligospora YMF1.01837 FJ557237 597/600(99.5%) 
Arthrobotrys oligospora 128 EU977563 597/600(99.5%) 
Arthrobotrys oligospora - EU977523 594/597(99.5%) 
Arthrobotrys superba 127 EU977558 595/600(99.2%) 
Arthrobotrys oligospora - EU977505 573/576(99.5%) 
Arthrobotrys oligospora - EU977502 573/580(98.8%) 
Arthrobotrys oligospora KRCF711 AB374287 555/575(96.5%) 
Arthrobotrys conoides 670 AY773455 577/670(86.1%) 
Arthrobotrys conoides CED JN191309 564/662(85.2%) 
Arthrobotrys vermicola 103 EU977508 480/529(90.7%) 
Arthrobotrys javanica CBS534.63 U51947 482/530(90.9%) 
uncultured Ascomycota - HM162289 469/524(89.5%) 
uncultured Ascomycota - HM162089 469/524(89.5%) 
uncultured Ascomycota - HM161982 469/524(89.5%) 
uncultured Ascomycota - HM162153 468/521(89.8%) 
uncultured Ascomycota - HM162166 468/521(89.8%) 
Arthrobotrys musiformis ATCC96675 EF445993 474/531(89.3%) 
uncultured Ascomycota - HM162273 469/524(89.5%) 
uncultured Ascomycota - HM161956 469/524(89.5%) 
Arthrobotrys conoides SBUGM12 AF106534 476/533(89.3%) 






地温による影響が考えられた。寒天培地を用いた Arthrobotrys sp. TF001 と

























学会 2004）。また、胞子により線虫に感染する Drechmeria 、Harposporium、
Hirsutella および Nematoctonus は、ベルマン法または二層遠心分離法で分離
した線虫を 0.8％ゲランガム培地のペトリ皿に塗布し培養して単離する（日本























線虫寄生菌：Purpureocillium sp. EP015 
A-3 圃場：片倉チッカリン株式会社筑波総合研究所内 









作物：ナス「千両 2 号」（タキイ種苗） 
0.03％コロイダルキチン培地 
コロイダルキチン 0.3g/L、K2HPO4 0.7g/L、KH2PO4 0.3g/L、MgSO4 0.5g/L、
FeSO4 0.01g/L、NH4NO3 0.3g/L、寒天 15g/L 
ローズベンガル平板寒天培地 
 KH2PO4 1g/L、MgSO4・7H2O 0.5g/L、ペプトン 5g/L、グルコース 10g/L、ロ
ーズベンガル 0.033g/L、寒天 17g/L （pH6.8） 
 実体顕微鏡：オリンパス 



















線虫害抑止土壌 600mL と A-3 圃場土壌（ネコブセンチュウ・ネグサレセンチ
ュウ汚染土壌）200mL を混合した後、1L 容プラスチック製ポットに充填し、約
2 ヶ月間育苗したナス苗を中央に定植した。ガラス温室内で 3 ヶ月栽培した後
に根をサンプリングした。以下、実験 1 と同じ操作を行った。 
 
実験 3. 植物の線虫害軽減を目的とした線虫天敵糸状菌の培養物に使用する線







オートクレーブ滅菌（121℃・20 分間）しておいた 0.8％ゲランガムを 1 滴落と
し､サツマイモネコブセンチュウ卵嚢を滴下したゲランガムに移した｡ゲランガ
ムが固まった後､白金耳を用いてローズベンガル培地で 3 週間培養した








写真 3-1. Purpureocillium sp. EP015 のサツマイモネコブセンチュウ卵への寄生率の測定の方法 
直径 9cm のペトリ皿にろ紙を敷き、V 字状に曲げたガラス棒をろ紙上に置き､ろ紙に十分水を含ませた後､












表 3-1. 単離した線虫寄生菌 
特許生物寄託センター
寄託番号
Paecilomyces sp.EP001 ナス罹病株（茨城県土浦市） FERM P-19279
Paecilomyces sp.EP002 ナス罹病株（茨城県土浦市） FERM P-19280
Paecilomyces sp.EP003～013 ナス罹病株（茨城県土浦市）
Paecilomyces sp.EP014 モロヘイヤ罹病株（茨城県土浦市）








Paecilomyces 属であると考えられた（写真 3-2、3-3）。Paecilomyces sp.EP015
が生育旺盛であったので、大量培養に供試した。また、Paecilomyces sp.EP001、
Paecilomyces sp.EP002 および Paecilomyces sp.EP015 については独立行政法
人製品評価技術基盤機構特許生物寄託センターに寄託した。株式会社テクノス
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ルガ・ラボによる試験結果では、Paecilomyces sp.EP015 の ITS-5.8S rDNA 塩
基配列は、アポロン DB-FU および国際塩基配列データベースに対する相同性検
索 の 結 果 、 子 嚢 菌 門 の 一 種 で あ る Purpureocillium lilacinum 
(Thom)Luangsa-ard, Hywel-Jones & Samson あ る い は そ れ に 近 縁 な
Purpureocillium sp.と推定された（表 3-2、3-3）。以降、Paecilomyces sp.EP015
は、Purpureocillium sp.EP015 と表記する。 
 
 
写真 3-2. Purpureocillium sp. EP015 のコロニー（写真提供：株式会社テクノスルガ・ラボ） 




写真 3-3. Purpureocillium sp. EP015 の分生子の様子（写真提供：株式会社テクノスルガ・ラボ） 





表 3-2.アポロン DB-FU BLAST 検索結果．Purpureocillium sp.EP015 の ITS の塩
基配列と上位の塩基配列との相同率（株式会社テクノスルガ・ラボによる試験
結果） 
登録名 株名 Accession No. 相同率 BSL 
Purpureocillium lilacinum CBS940.73 AY624190 535/538(99.4%)  
Purpureocillium lilacinum JCM9332 AB103380 557/581(95.9%)  
Purpureocillium lilacinum BCC2012 EU828665 557/582(95.7%)  
Purpureocillium lilacinum UWFP674 AY213667 553/579(95.5%)  
Purpureocillium lilacinum ATCC10114 AY213665 553/579(95.5%)  
Purpureocillium lilacinum UWFP853 AY213668 553/580(95.3%)  
Purpureocillium lilacinum BCC15610 EF411236 538/562(95.7%)  
Purpureocillium lilacinum CBS431.87 AY624188 508/538(94.4%)  
Purpureocillium lilacinum CBS284.36 AY624189 508/538(94.4%)  
Purpureocillium lilacinum JCM8437 AB104884 437/451(96.9%)  
Haptocillium sphaerosporum CBS522.80 AJ292413 348/362(96.1%)  
Drechmeria coniospora CBS596.92 AF106018 343/357(96.1%)  
Haptocillium zeosporum CBS335.80 AJ292419 346/362(95.6%)  
Verticillium campanulatum IMI356051 AJ292416 343/362(94.8%)  
Haptocillium glocklingiae CBS101434 AJ292418 345/364(94.8%)  
Haptocillium balanoides CBS250.82 AJ292414 342/363(94.2%)  
Verticillim fungicola var. 
aleophilum 
NBRC30728 AB111494 336/376(89.4%)  
Hypocrea pilulifra CBS814.68 Z48813 338/374(90.4%)  
Trichoderma longibrachiatum CBS821.91 AF359257 340/377(90.2%)  
Trichoderma longibrachiatum CBS126.65 AF501331 340/377(90.2%)  
Trichoderma longibrachiatum ATCC18648 Z31019 340/377(90.2%)  
Lecanicillium fusisporum CBS164.70 AJ292428 329/367(89.6%)  
Haptocillium sinense CBS567.95 AJ292417 329/362(90.9%)  
Verticillim fungicola var. 
aleophilum 
CBS3570.80 AF324876 330/370(89.2%)  
注）BSL はバイオセーフティレベル（レベル 2 以上を標記）を意味する。 
注）網掛けは、系統樹の作成に使用した配列データを示す。 
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表 3-3.国際塩基配列データベース BLAST 検索結果．Purpureocillium sp.EP015
の ITS の塩基配列と上位の塩基配列との相同率（株式会社テクノスルガ・ラボ
による試験結果） 
登録名 株名 Accession No. 相同率 
Purpureocillium lilacinum DTO30H4 HQ842841 573/574(99.8%) 
Purpureocillium lilacinum NRRL22958 GU980033 573/574(99.8%) 
Purpureocillium lilacinum ATT161 HQ607867 573/574(99.8%) 
Paecilomyces sp. BMP3057 HQ832987 573/574(99.8%) 
Purpureocillium lilacinum IBT24622 GU980032 572/574(99.7%) 
Purpureocillium lilacinum IBT27820 GU980035 572/574(99.7%) 
Purpureocillium lilacinum - FJ765024 572/574(99.7%) 
Purpureocillium lilacinum - FJ765023 573/575(99.7%) 
Paecilomyces sp. BMP2977 HQ832986 571/575(99.3%) 
Purpureocillium lilacinum CBS94073 JF896087 571/574(99.5%) 
uncultured fungus - GQ921755 566/574(98.6%) 
Fungal endophyte sp. P1201A EU977225 555/557(99.6%) 
Paecilomyces sp. BMP2886 HQ832983 550/550(100.0%) 
Paecilomyces sp. - FJ765018 562/574(97.9%) 
Purpureocillium lilacinum CG190 EU553286 539/540(99.8%) 
Purpureocillium lilacinum CG271 EU553303 538/540(99.6%) 
Hypocreales sp. MS523a JQ905664 533/534(99.8%) 
Paecilomyces sp. BMP2889 HQ832984 538/541(99.4%) 
Paecilomyces sp. LF592 FR822835 531/533(99.6%) 
Paecilomyces sp. Vega287 DQ287248 528/529(99.8%) 
Purpureocillium lilacinum CBS940.73 AY624190 535/538(99.4%) 
Paecilomyces sp. DN01 JN007854 528/530(99.6%) 
Paecilomyces sp. INBio3692B GU827505 529/532(99.4%) 
Isaria takamizusanensis F896 GU980040 557/581(95.9%) 
Isaria takamizusanensis DTO78I1 JF896089 555/579(95.9%) 
Isaria takamizusanensis F1724 GU980039 554/581(95.4%) 



















   

















の線虫寄生菌 Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia（=Verticillium 
chlamydosporium)のサツマイモネコブセンチュウ卵への寄生率 31.9％（農林水























対象線虫名 対象作物名 要防除水準 許容水準の考え方 文献
ジャガイモシストセンチュウ ジャガイモ 10卵/乾土1g　フェンウィック法 減収率2～8％ 山田　1987




ニンジン 20～30頭/20g　ベルマン法 異常根がない 佐野　1988
ナス 1頭/20g　ベルマン法 Schomaker・Been　2006
ホウレンソウ 40卵・頭/20mL Di Vitoら　2004
ゴボウ 2頭/生土25g　ベルマン法 商品化率80％ a
ニンジン 2頭/生土25g　ベルマン法 商品化率80％ a
ニンジン 3～38卵/20mL Guginoら　2006
ゴボウ 5頭/25g　ベルマン法 商品価値に影響 a
ダイコン 10頭/50g　ベルマン法 被害斑 大林1989
ダイコン 10頭/25g　ベルマン法 商品価値に影響 a
ダイコン 1頭/30g　ベルマン法 b
ダイコン 2.5頭/20g　リアルタイムPCR法 Satoら　2009












B-4 圃場：片倉チッカリン株式会社筑波総合研究所内 広さ：6m×18m 
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 淡色黒ボク土壌・砂 30％、シルト 40％、粘土 30％・LiC、pH(H2O)5.8、
全炭素 24.0kg/kg 土壌、全窒素 3.3g/kg 土壌 
作物：ナス「千両 2 号」（タキイ種苗） 
肥料：「くみあい有機入り化成特 8 号」（片倉チッカリン） 
線虫捕捉菌＊：Arthrobotrys sp. TF006 
線虫寄生菌＊：Purpureocillium sp. EP015 




 KH2PO4 1g/L、MgSO4・7H2O 0.5g/L、ペプトン 5g/L、グルコース 10g/L、
ローズベンガル 0.033g/L、寒天 17g/L （pH6.8） 
エッグアルブミン平板寒天培地 
 エッグアルブミン 0.25g/L、グルコース 1g/L、K2HPO4 0.5g/L、MgSO4・
7H2O 0.2g/L、Fe2(SO4)3 0.01g/L、寒天 15g/L （pH6.8） 
FastDNATMSPIN Kit for Soil：MP Biomedicals 
Fast PrepTM-24：MP Biomedicals 
7300Fast Real-Time PCR system：Life Technologies 
Power SYBR Green：Life Technologies 
Meloidogyne hapla の特異的プライマー： 
Mh-f：5’ATGTTGGTACGCAGCGATTTGTA 3’ 
Mh-r：5’CAGCGGGTGATCTCGACTGA 3’ 
Meloidogyne incognita の特異的プライマー： 





害軽減を観察することであったので、線虫捕捉菌 Arthrobotrys sp. TF006 および線虫
寄生菌 Purpureocillium sp. EP015 を B-4 圃場に施用した。バーミキュライトはこれ
らの線虫天敵糸状菌の培養液を吸着させる単体として使用した。これらの線虫天敵糸








線虫天敵糸状菌の培養物 施用 2 週間前に B-4 圃場に肥料 10kg
（N-P2O5-K2O=20-20-20kg/10a）を施用した後、小型耕耘機で耕耘し、12 区画に
分割した。区の大きさは、幅 3m、長さ 3m である。耕耘直後に土壌をサンプリ
ング用スコップで深さ 20cm まで 6 か所からサンプリングし、ネコブセンチュウ
密度をベルマン法（26℃ 2 晩）およびリアルタイム PCR 法（Min ら 2012）で
調査した。ベルマン法で調査したネコブセンチュウ初期密度によりネコブセン
チュウ高密度区（8～10 頭 / 20 g）とネコブセンチュウ低密度区（1～3 頭 / 20 




Arthrobotrys sp. TF006 と Purpureocillium sp. EP015 を培養した培養液 450g
をバーミキュライト 450g に吸着させたものである。それぞれを区全面に均一と
なるように施用した。施用した後、スコップを用いて混合し、ナス苗 8 株（2
列×4 株）を定植した（2011 年 5 月 31 日）。ナスの列ごとに調査し、2 連とし
た。栽培期間中に灌水、薬剤処理および追肥は行わなかった。出荷サイズにな
ったナスを適宜、収穫し、重量を測定した。栽培終了後に栽培したすべてのナ
スの根 96 株をスコップで掘りあげ、根こぶ程度を 10 段階評価し、根こぶ程度
の平均値を根こぶ指数とした（2011 年 8 月 24 日）。また、根こぶ程度調査直
後に栽培後土壌をサンプリング用スコップで深さ 20cm まで株間からサンプリ
ングし、ネコブセンチュウ密度をベルマン法（26℃ 2 晩）で、Arthrobotrys sp. 
TF006 は「第 2 章 線虫捕捉菌の単離」に記載の方法で調査した。また、
Purpureocillium sp. EP015 はローズベンガル寒天培地を用いた希釈平板法に
より土壌中の生菌数を調査した。調査方法は以下の通りである。土壌 10g を滅
菌水 90mL に加え、10 分間水平振盪した後、懸濁液を滅菌水で 10 倍ごとに希釈
し、ローズベンガル寒天培地に混釈した。30℃で 3 日間培養したのち、
Purpureocillium sp. EP015 のコロニーを計数した。 
＊この試験の当初の目的は、線虫天敵糸状菌の培養物を圃場に施用したときのナスの線虫害軽
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減を観察することであったので、線虫捕捉菌 Arthrobotrys sp. TF006 および線虫寄生菌
Purpureocillium sp. EP015 を B-4 圃場に施用した。バーミキュライトはこれらの線虫天敵糸
状菌の培養液を吸着させる単体として使用した。これらの線虫天敵糸状菌による線虫害軽減が






写真 4-2.栽培試験の様子（平成 23 年 8 月 23 日撮影） 
 



















ン法を用いたときは 0～24 頭/20g 土壌であり、リアルタイム PCR 法を用いたと
きはサツマイモネコブセンチュウでは 0.6～713 J2/20g 土壌、キタネコブセン
チュウでは 0～115 J2/20g 土壌であった。ベルマン法とリアルタイム PCR 法を
用いて求めた線虫密度は相関関係があり（p＜0.001）、リアルタイム PCR 法で
求めた線虫密度はベルマン法に比べて 26 倍高かった（図 4-1）。また、ベルマ
ン法ではネコブセンチュウが検出されなかった土壌からリアルタイム法ではサ










養物（Arthrobotrys sp. TF006 および Purpureocillium sp. EP015 の液体培地
培養液をバーミキュライトに吸着したもの）施用による効果が観察されなかっ
た（図 4-2）。収量低下はベルマン法で求めたネコブセンチュウ初期密度 2 頭














ンチュウの初期密度の合計で 128 J2/20g 土壌以上で収量低下が観察された（図



























p＝0.42 図 4-7A、p＝0.40 図 4-7B）。一方、根こぶ指数とキタネコブセンチ
ュウ初期密度とには相関関係は観察されなかった（p＝0.6）（図 4-7C）。 
 




赤色の棒グラフは、ネコブセンチュウ高密度区（8～10 頭 / 20 g）、青色の棒グラフは、ネコ


























～2 頭/20g 土壌および 2 頭/20g 土壌以上の 2 グループに分け、ナス積算収量を
調査したところ、収穫前半には収量の差は観察されなかったが、定植 50 日後か
ら有意な差が観察された（p<0.05）（図 4-8）。ナス収量については、根こぶ



















～3 頭/20g 土壌）では対照に比べて線虫天敵糸状菌培養物施用区は 1/2 に低下
した（図 4-10）。線虫天敵糸状菌培養物施用区の栽培後土壌から Arthrobotrys 
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赤色の棒グラフは、ネコブセンチュウ高密度区（8～10 頭 / 20 g）、青色の棒グラフは、ネ











防除水準 1 J2/20g 土壌（Schomaker・Been 2006）と極めて類似した。一方、
ニンジンは播種時のサツマイモネコブセンチュウが 20～30 J2/20g 土壌のとき
に収量低下が起きた（佐野 1988）。米国では、2 年間の研究でニンジンのキ
タネコブセンチュウの要防除水準が有機質土壌では 3.0～14 卵/20mL、無機質土
壌では 12～38 卵/20mL と推定された（Gugino ら 2006）。ホウレンソウの収量
低下はサツマイモネコブセンチュウが 40 卵・J2/20mL 以上で観察され（Di Vito
ら 2004）、また、ゴボウ、キュウリおよびトマトの要防除水準は、1.6 J2/20g
土壌であった（日本植物防疫所 2011、中園 1992）。Vovlas ら（2005・2008）
は、ジャワネコブセンチュウとサツマイモネコブセンチュウのジャガイモとセ
ロリの要防除水準をそれぞれ 10～13 卵・J2/20g 土壌、3 卵・J2/20g 土壌と推
a 
a 
a a a 
a 
a a 

















らは、要防除水準をベルマン法では 1 頭/20g 土壌以下と推定したが、リアルタ






















度 5 の根の状態は、「大きな根こぶが根域の 25％にある」であることから、根
こぶが連続して発生し大きくなるとナス収量に影響することが示唆された。し











物施用区の栽培後土壌から Arthrobotrys sp. TF006 および Purpureocillium sp. 
EP015 は検出されなかったことから、 Arthrobotrys sp. TF006 および
Purpureocillium sp. EP015 が土壌での定着が不十分であったことが挙げられ
る。特に線虫捕捉菌は土壌に接種しても定着しにくく、線虫に対する効果が不
安定であることが報告されており（田場ら 2006）、今回の試験でも線虫捕捉
菌 Arthrobotrys sp. TF006 の土壌への定着が確認されなかったことから、線虫
捕捉菌の培養物による線虫害の防除は難しいことが示唆された。
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Pochonia、Hirsutella および Trichoderma を用いて主に行われ、これらを培養
した培養物による線虫害抑制効果判定試験において効果があるものもあり、一







（Sarathchandraら 1996、Radwanら 2012）。また、Purpureocillium lilacinum
と 0.1％キチン添加でサツマイモネコブセンチュウを抑制し、ナス、トマトな
どで線虫害が軽減されたとの報告もある（農山漁村文化協会 2007）。 
そこで、Purpureocillium sp. EP015 培養物の効果的な施用方法を検討する
ため、ポット試験を供試して Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量およ
び施用時期について検討した。また、野外に設置した無底ポットに
Purpureocillium sp. EP015 培 養 物 を 施 用 し 、 施 用 後 の 土 壌 中 の
Purpureocillium sp. EP015 の生菌数の推移を調査し、Purpureocillium sp. 
EP015 の施用後の土壌中の生残性を明らかにした。次に、圃場試験により
Purpureocillium sp. EP015 培養物の効果的な施用方法を確認することであり、
Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用方法（全面全層施用および植穴施用）
について検討した。また、キチンを含む有機質肥料であるカニガラを
Purpureocillium sp. EP015 培養物と同時に施用し、その併用効果についても
検討した。 
さらに、植物の線虫害軽減を目的とした線虫天敵糸状菌の培養物に使用する
線虫寄生菌として選抜した Purpureocillium sp. EP015 の迅速なモニタリング
手法の確立を試みた。現在、目的とする微生物の生菌数を評価する手法として、
選択培地を用いた希釈平板法（土壌微生物研究会 1977、Mitchell ら 1987）
や分子生物学的手法を用いた PCR 法（Mauchline ら 2002、Atkins ら 2003b、
Smith・Jaffee 2009）やリアルタイム PCR 法（Bohm ら  1999、Bates 2001、
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Atkins ら 2003b、Atkins ら 2005）がある。第 3 章において単離し選抜した
線 虫 寄 生 菌 は 、 Purpureocillium lilacinum あ る い は そ れ に 近 縁 な
Purpureocillium sp.と推定された（表 3-2、3-3）。そこで Atkins ら（2005）
が開発した P. lilacinum の特異的プライマーを本単離菌についても応用し、土






線虫寄生菌：Purpureocillium sp. EP015 
Purpureocillium sp. EP015 培養物：実験 2～4 生菌数 8.9×107cfu/g、 
実験 5、6 生菌数 8.5×109cfu/g 
注）生菌数はローズベンガル平板寒天培地を用いた希釈平板法（30℃・3
日間培養）により調査した。 







滅菌 Purpureocillium sp. EP015 培養物：Purpureocillium sp. EP015 培
養物をオートクレーブ滅菌（121℃・60 分間）したもの 
A-3 圃場：片倉チッカリン株式会社筑波総合研究所内 
淡色黒ボク土壌・砂 30％、シルト 40％、粘土 30％・LiC、pH(H2O)5.7 
B-4 圃場：片倉チッカリン株式会社筑波総合研究所内 広さ：6m×18m 
 淡色黒ボク土壌・砂 30％、シルト 40％、粘土 30％・LiC、pH(H2O)5.8 
無底ポット（32 ポット）：片倉チッカリン株式会社筑波総合研究所内 大
きさ：0.18m2 
淡色黒ボク土壌・砂 30％、シルト 40％、粘土 30％・LiC、pH(H2O)5.5 
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写真 5-1.無底ポット 左：無底ポット全景、右：無底ポット 










実験 6：「有機入り化成 046 号」（片倉チッカリン） 
カニガラ（カナダ輸入品） 
堆肥 
 実験 5：1 回目「牛ふん堆肥」（牧野） TN1.3％、TP0.7％、TK1.8％、2
回目「ソィールパワー」（瑞穂農場） TN1.2％、TP1.6％、TK2.4％ 













MPS 液体培地：麦芽エキス 20g/L、ペプトン 1g/L、シュークロース 20g/L 
小型耕耘機：こまめ F220J（本田技研工業） 
ガラス温室 
9cm ポリポット（黒色）：「90 号」（TOKAI） 
ポリポット（白色）：「プラ鉢 5 号」（オーヤマ） 
保温マット：「農電・園芸マット 1-306」（筑波電器） 
 FastDNATMSPIN Kit for Soil：MP Biomedicals 
Fast PrepTM-24：MP Biomedicals 
7300Fast Real-Time PCR system：Life Technologies 
P. lilacinum の特異的プライマー： 
  PLrtF: 5’GAC CCA AAA CTC TTT TTG CAT TAC G 3’ 
   PLrtR: 5’AGA TCC GTT GTT GAA AGT TTT GAT TCA TTT GTT TTG 3’ 
Power SYBR Green：Life Technologies 
ローズベンガル平板寒天培地 
 KH2PO4 1g/L、MgSO4・7H2O 0.5g/L、ペプトン 5g/L、グルコース 10g/L、
ローズベンガル 0.033g/L、寒天 17g/L （pH6.8） 
エッグアルブミン平板寒天培地 
 エッグアルブミン 0.25g/L、グルコース 1g/L、K2HPO4 0.5g/L、MgSO4・










MPS 液体培地で Purpureocillium sp. EP015 を振盪培養（30℃・1 週間）した
培養液（以下、培養液と呼ぶ。）を滅菌水で 100 倍および 1 万倍に希釈した後、
2mm 篩で篩い分けした A-3 圃場土壌 90g に培養液または培養液希釈液（100 倍お
よび 1 万倍希釈）10mL を接種し、混和し、Purpureocillium sp. EP015 の接種
量の違う 3 種類の培養液接種土壌を作製した。FastDNA SPIN Kit for Soil を
用いて 3 種類の培養液接種土壌 400mg から DNA を回収した。DNA 回収方法は以
下の通りである。スキムミルク以外はすべてキットに含まれている試薬を使用
した（これらの詳細な組成は不明である。）。スキムミルク 100mg と試料 400mg
を入れた破砕用チューブ（Lysing Matrix E）に Sodium Phosphate Buffer 978
μL と MT Buffer 122μL を加え、Fast Prep で 5.5m/s で 30 秒間破砕した。遠
心分離（14,000×g、1 分間）した後、上清 400μL を新しいエッペンドルフチ
ューブに移した。次に PPD 溶液 250μL を加えて転倒混和し、遠心分離（14,000
×g、5 分間）した。上清を 5mL チューブに移し、Binding Matrix Suspension
（よく攪拌しながら使用する。） 1mL を加え、2 分間手で振盪した後、静置し
た。沈殿した Binding Matrix を避けて上清 500μL を取り除いた後、Binding 
Matrix を再懸濁して 600μL を SPIN Filter に移し、遠心分離（14,000×g、1
分間）した。流下液を捨て、残りの懸濁液を同様の操作で SPIN Filter に移し、
遠心分離（14,000×g、1 分間）した。回収した Binding Matrix に SEWS-M 溶液 
500μL を加え、遠心分離（14,000×g、1 分間）した。流下液を捨てた後、SEWS-M
溶液を完全に取り除くために遠心分離（14,000×g、2 分間）し、SPIN Filter
を Catch Tube に載せ替えた。Matrix を 5 分間風乾させた後、DES 溶液 80μL
を加え穏やかに懸濁し、遠心分離（14,000×g、1 分間）し、溶出液を Catch Tube
に回収した。以上が、DNA 回収方法である。次に回収した DNA を滅菌水で 10 倍
に希釈し、滅菌水 7.1μL、Power SYBR Green 12.5μL、PLrtF（50pmol/μL） 
0.2μL、PLrtR（50pmol/μL） 0.2μL および 10 倍希釈鋳型 DNA 5.0μL を混
合した後、リアルタイム PCR で Ct 値を測定した。DNA 増幅条件は、95℃・10
分間の後、95℃・15 秒→60℃・1 分間を 50 サイクルで行った。 
また、ローズベンガル寒天培地を用いた希釈平板法により培養液接種土壌中
の生菌数を調査した。調査方法は以下の通りである。培養液接種土壌 10g を滅





実験 2.ポット試験を用いた Purpureocillium sp. EP015 培養物の効果の確認 
 
約 2mm の篩で篩い分けした A-3 圃場土壌 150g に Purpureocillium sp. EP015
培養物 1.5g を施用し、次にサツマイモネコブセンチュウ卵懸濁液（76 卵/mL）
5mL（50 卵/20g 土壌相当）を添加し、よく混合した後、9cm ポリポット（黒色）
に充填した。対照区に Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、農薬（ネ
マトリンエース粒剤 20kg/10a 相当処理 30mg/ポット）処理区および滅菌
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区（1.5g/ポット）を設けた。試験は 4
連で行った。処理直後にポットの中央に 4 葉の展開したホウセンカ苗を定植し、




定植 6 週間後に薬さじを用いて 4 カ所から土壌約 1g 採取した後、ホウセンカを
ポットから取り出し、流水で根を洗った。根にできた根こぶを計数したのち、
乾燥機（65℃・12 時間）で乾燥させ、地上部と根重を計量した。採取した土壌
を供試して、リアルタイム PCR 法により栽培後土壌中の Purpureocillium sp. 
EP015 の菌数を調査した。リアルタイム PCR 法の方法は、実験 1 に従った。 
 
実験 3.ポット試験を用いた Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量の検討 
 
約 2mm の篩で篩い分けした A-3 圃場土壌 150g に Purpureocillium sp. EP015
培養物 300 mg、600 mg、900mg、1.2g および 1.5g をそれぞれ施用し、次にサツ
マイモネコブセンチュウ卵懸濁液（76 卵/mL）5mL（50 卵/20g 土壌相当）を添
加し、よく混合した後、9cm ポリポット（黒色）に充填した。対照区に
Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区および農薬（ネマトリンエース粒
剤 20kg/10a 相当処理 30mg/ポット）処理区を設けた。試験は 4 連で行った。
処理直後にポットの中央に 4 葉の展開したホウセンカ苗を定植し、9cm ポット
に日光が当たらないようにするために 9cm ポットを白色のポリポットの中に入
れガラス温室内で栽培した。以下、実験 2 と同じ操作を行った。 
 




約 2mmの篩で篩い分けした A-3圃場土壌 150gに Purpureocillium sp. EP015
培養物 900mg を施用し、次にサツマイモネコブセンチュウ卵懸濁液（76 卵/mL） 
5mL（50 卵/20g 土壌相当）を添加し、よく混合した後、9cm ポリポット（黒色）
に充填した。対照区に Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区および農薬
（ネマトリンエース粒剤 20kg/10a 相当処理 30mg/ポット）処理区を設けた。
試験は 4 連で行った。Purpureocillium sp. EP015 培養物施用 0 および 1、2 週
間後にポットの中央に 4 葉の展開したホウセンカ苗を定植し、9cm ポットに日
光が当たらないようにするために 9cm ポットを白色のポリポットの中に入れガ
ラス温室内で栽培した。以下、実験 2 と同じ操作を行った。 
 
実験 5.無底ポットを用いた Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用後からの





料 20g/ポット、堆肥 720g/ポットおよび Purpureocillium sp. EP015 培養物を
1 ポットあたり 36g、72g および 144g 施用し（それぞれ、100kg/10a、200kg/10a
および 400kg/10a に相当する。）混合した（2012 年 9 月 27 日）。対照区とし
て Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区を設けた。試験は 8 連で行った。
施用して約 2 週間後にダイコン種子 3 粒を無底ポットの中央に播種した（2012
年 10 月 10 日）。栽培期間中に灌水、薬剤処理および追肥は行わなかった。早
霜のため、ほとんどのダイコンが枯死したので、試験を中止した。播種 3 ヶ月
後（2013 年 1 月 21 日）に無底ポット内の土壌をサンプリング用スコップで深
さ 20cm まで 4 か所からサンプリングし、植物寄生性線虫（ネコブセンチュウお
よびネグサレセンチュウ 写真 5-3）密度をベルマン法（26℃ 2 晩）で、
Purpureocillium sp. EP015 密度はリアルタイム PCR 法で調査した。リアルタ










2013年 4月 1日に無底ポット内の土壌をサンプリング用スコップで深さ 20cm
まで 4 か所からサンプリングし、栽培前土壌のネコブセンチュウ密度をベルマ
ン法（26℃ 2 晩）で、Purpureocillium sp. EP015 密度はリアルタイム PCR
法で調査した。リアルタイム PCR 法の方法は、実験 1 に従った。次に堆肥 720g/
ポットを施用し、混合した。2 週間後（2013 年 4 月 17 日）に菜種油かすまたは
カニガラ 180g/ポットを施用し、さらに Purpureocillium sp. EP015 培養物を 1
ポットあたり 36g、72g および 144g を施用し（それぞれ、100kg/10a、200kg/10a
および 400kg/10a に相当する。）、混合した。Purpureocillium sp. EP015 培
養物処理区は前作と同様にした。試験は 4 連で行った。サンプリング用スコッ
プで深さ 20cm まで 4 か所からサンプリングし、Purpureocillium sp. EP015 培
養物施用時の土壌のネコブセンチュウ密度をベルマン法（26℃ 2 晩）で、
Purpureocillium sp. EP015 密度はリアルタイム PCR 法で、一般糸状菌数をロ
ーズベンガル平板寒天培地を用いた希釈平板法（30℃・3 日間培養）で、一般
細菌数および一般放線菌数をエッグアルブミン平板寒天培地を用いた希釈平板
法（30℃・7 日間培養）で調査した。次に、Purpureocillium sp. EP015 培養物
施用してから約 3 週間後にサツマイモツル苗を無底ポットの中央に 1 株定植し









記の方法で調査した。定植後の 1 週間は灌水をした。栽培期間中に 4 週間ごと
に土壌をサンプリング用スコップで深さ 20cm まで 4 か所からサンプリングし、
ネコブセンチュウ密度などを上記の方法で調査した。約 5 ヶ月間栽培した後、












実験 6.圃場でナスを栽培したときの Purpureocillium sp. EP015 の培養物の施
用によるナス収量および根こぶ指数への影響 
 
Purpureocillium sp. EP015培養物施用 4週間前に堆肥 240kgを散布した後、
小型耕耘機を用いて耕耘した（2013 年 3 月 11 日）。堆肥施用約 2 週間後に 24
区画に分割した（2013 年 3 月 29 日）。区の大きさは、幅 1.5m、長さ 3m である。
土壌をサンプリング用スコップで深さ 20cm まで 6 か所からサンプリングし、ネ
コブセンチュウ密度をベルマン法（26℃ 2 晩）で調査した。サンプリング直
後に肥料 15kg（N-P2O5-K2O=15-21-24kg/10a）を施肥し、小型耕耘機を用いて混
合 し た 。 区 は 、 ① Purpureocillium sp. EP015 培 養 物 無 施 用 区 、 ②
Purpureocillium sp. EP015 培養物全面全層施用区（以下、全面全層区と呼ぶ。）、
③Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区（以下、植穴施用区と呼ぶ。）、
④カニガラ混合 Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区（以下、カニガ
ラ併用区と呼ぶ。）を設けた。試験は、5 連で行った。Purpureocillium sp. EP015
培養物を全面全層処理した後、マルチをかけ、マルチに植穴を開けた。植穴は
株間が均一になるように配列し、次に植穴処理をした（2013 年 4 月 1 日）。植
穴処理した大きさは、直径 20cm、深さ 20cm である（体積：6,280cm3）。それ
ぞれの区の施用方法は、全面全層区では、Purpureocillium sp. EP015 培養物
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450g を全面に均一に散布しスコップを用いて混和した。植穴施用区では、マル
チにあけた植穴に Purpureocillium sp. EP015 培養物 110g を処理しスコップを
用いて混和した。カニガラ併用区では、Purpureocillium sp. EP015 培養物を
カニガラと等重量混合したもの 220g を植穴に処理しスコップを用いて混和し
た。次に、培養物を処理して 2 週間後にナス苗を 1 区当たり 4 株定植した（2013
年 4 月 15 日）。降霜で全株枯死したので、すべてのナス苗を植えなおした（2013
年 5 月 10 日）。約 5 ヶ月間栽培した。出荷サイズになったナスを適宜、収穫し、
重量を測定した。栽培終了後に栽培したすべてのナスの根 96 株をスコップで掘
りあげ、根こぶ程度を 10 段階評価し、根こぶ程度の平均値を根こぶ指数とした
（2013 年 10 月 7 日）。また、調査直後に栽培後土壌をサンプリング用スコッ
プで深さ 20cm までサンプリングした。EP015 培養物無施用区および全面全層区
については株間 6 か所を、植穴施用区と EP015 培養物無施用区については植穴
の土壌 4 か所をサンプリングした。土壌のネコブセンチュウ密度をベルマン法
（26℃ 2 晩）で、Purpureocillium sp. EP015 密度はリアルタイム PCR 法で調





虫寄生菌として選抜した Purpureocillium sp. EP015 の土壌中の生菌数の迅速
な分析方法の確立 
  






図 5-1.土壌中の Purpureocillium sp. EP015 生菌数と Ct 値との関係（p<0.05） 
実験 2.ポット試験を用いた Purpureocillium sp. EP015 培養物の効果の確認 
 
ネコブ密度について農薬処理区と滅菌 Purpureocillium sp. EP015 培養物（以
下、EP015 培養物と呼ぶ。）無施用区との間で有意差（t 検定・p<0.05）が観察
された（表 5-1）。有意差（t 検定・p<0.05）が観察されなかったが、EP015 培
養物施用区のネコブ密度は EP015培養物無施用区のネコブ密度に比べて約 40％
低下し、滅菌 EP015 培養物施用区は EP015 培養物無施用区とほぼ同等であった
（表 5-1）。EP015 培養物施用区の栽培後土壌から Purpureocillium sp. EP015
が 1.0×105cfu/g で検出された（表 5-1）。 
 
表 5-1.Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用の違いによるネコブ密度の違い 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、nematicide は、農薬（ネマトリンエース粒剤 
20kg/10a 相当処理 30mg/ポット）処理区、autoclaved FA は、滅菌 Purpureocillium sp. EP015 培養物
施用区、および FA は、Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区である。異なるアルファベット間で t
検定において 5％水準の有意な差があることを示す。sd は、標準偏差の値を示す 








a 37.4 - -
autoclaved FA 0.081b 0.013 32.5ab 13.0 392.5b 135.2 - -
FA 0.093b 0.033 15.3b 11.9 226.2ab 213.5 1.0×105 9.1×104
Purpureocillium  sp. EP015根乾燥重 ネコブ数 ネコブ密度
 
 
実験 3.ポット試験を用いた Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量の検討 
 
ネコブ密度について EP015 培養物無施用区と EP015 培養物 600kg/10a 施用区
 57 
との間で有意差（t 検定・p<0.05）が観察され、EP015 培養物 600kg/10a 施用区
のネコブ密度は EP015 培養物無施用区の約 1/6 になった（表 5-2）。EP015 培養
物施用区の栽培後土壌から Purpureocillium sp. EP015 を 104～106cfu/g 検出
した（表 5-2）。 
 
表 5-2.Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量の違いによるネコブ密度の違い 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、nematicide は、農薬（ネマトリンエース粒剤 
20kg/10a 相当処理 30mg/ポット）処理区、FA200kg/10a～1t/10a は、Purpureocillium sp. EP015 培養物
施用区である。異なるアルファベット間で t 検定において 5％水準の有意な差があることを示す。sd は、
標準偏差の値を示す。 
g sd 個 sd 個/g sd cfu/g sd
control 0.261abcd 0.092 70.3a 11.9 295.5a 86.8 - -
nematicide 0.371abc 0.138 53.3abc 28.4 141.2ab 47.5 - -
FA200kg/10a 0.187abcd 0.101 38.0b 11.5 278.6ab 154.0 1.4×105a 1.6×105
FA400kg/10a 0.205abcd 0.093 52.5abc 31.1 328.7ab 193.3 7.1×104a 4.7×104
FA600kg/10a 0.285ab 0.046 13.5c 4.0 51.4b 23.8 2.5×105a 1.7×105
FA800kg/10a 0.123acd 0.031 17.3bc 13.3 125.9ab 100.0 1.2×105a 8.9×104
FA1t/10a 0.098bd 0.024 15.3bc 7.2 164.7ab 69.5 1.1×106a 1.2×106












ほぼ同等であった（表 5-3）。 EP015 培養物施用区の栽培後土壌から






表 5-3.Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用時期の違いによるネコブ密度の違い 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、nematicide は、農薬（ネマトリンエース粒剤 
20kg/10a 相当処理 30mg/ポット）処理区、600kg/10a は、Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区を示
す。また、OW は、Purpureocillium sp. EP015 培養物施用直後にホウセンカを定植、1W は、Purpureocillium 
sp. EP015 培養物施用 1 週間後にホウセンカを定植、2W は、Purpureocillium sp. EP015 培養物施用 2 週
間後にホウセンカを定植した。異なるアルファベット間で t 検定において 5％水準の有意な差があること
を示す。sd は、標準偏差の値を示す。 
g sd 個 sd 個/g sd cfu/g sd
control 0.488abc 0.162 18.0ab 8.2 39.6ab 20.1 - -
nematicide 0.577ab 0.150 5.5ab 4.1 9.1a 5.3 - -
600kg/10a-0W 0.295ac 0.007 14.8a 5.9 50.4b 20.7 4.6×105a 5.0×105




ab 12.5 1.1×104a 1.3×104




図 5-2.Purpureocillium sp. EP015 培養物を施用してからホウセンカ苗を定植するまでの期間
とホウセンカのネコブ密度の関係 
 
実験 5.無底ポットを用いた Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用後からの






度については、ネコブセンチュウでは EP015 培養物無施用区と EP015 培養物
200kg/10a 施用区および EP015 培養物 400kg/10a 施用区の間で有意差が観察さ
れ（p<0.05）、EP015 培養物 400kg/10a 施用区が最も線虫密度が低く、対照区
に比べて 1/3 に低下した（図 5-3）。 
 
 
図 5-3. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量の違いによるネコブセンチュウ密度への
影響 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、100kg/10a～400kg/10a は、
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区である。異なるアルファベット間で Tukey-Kramer の
HSD 検定において 5％水準の有意な差があることを示す。 
 
一方、ネグサレセンチュウでは有意差（t 検定・p<0.05）が観察されなかっ
たが、EP015 培養物 400kg/10a 施用区が最も線虫密度が低く、EP015 培養物無施









図 5-4. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量の違いによるネグサレセンチュウ密度へ
の影響 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、100kg/10a～400kg/10a は、
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区である。異なるアルファベット間で t 検定において
5％水準の有意な差があることを示す。 
 
栽培後土壌中の Purpureocillium sp. EP015 の生菌数は有意差（t 検定・
p<0.05）が観察されなかったが、EP015 培養物 400kg/10a 施用区と EP015 培養




図 5-5. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量の違いによる栽培後土壌中の
Purpureocillium sp. EP015 の生菌数への影響 
100kg/10a～400kg/10a は、Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区である。異なるアルファ












上昇した（図 5-6）。定植 20 週間後（収量調査時）では、菜種油かす施用区で
は、ネコブセンチュウ密度が、EP015 培養物 100kg/10a 施用区が最も低く、次
に EP015 培養物 400kg/10a 施用区、次に EP015 培養物無施用区であり、EP015
培養物 200kg/10a 施用区が最も高く、それぞれ EP015 培養物 100kg/10a 施用区
に比べて 2 倍、7 倍および 13 倍であった。カニガラ施用区では、EP015 培養物
400kg/10a 施用区が最も低く、次に EP015 培養物無施用区、次に EP015 培養物
200kg/10a 施用区であり、EP015 培養物 100kg/10a 施用区が最も高く、EP015 培






図 5-6. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量と有機質肥料の違いによるネコブセンチ
ュウ密度の推移への影響 A：菜種油かす施用、B：カニガラ施用 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、100kg/10a～400kg/10a は、
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区、R は、菜種油かす施用区および CS は、カニガラ施
用区を示す。after previous harvest は、前作後、1M before treatment は、施用 1 ヶ月前（堆
肥施用時）、treatment time は、Purpureocillium sp. EP015 培養物および有機質肥料施用時、




Purpureocillium sp. EP015 の生菌数は、EP015 培養物施用直後から減少した
（図 5-7）。定植 20 週間後（収量調査時）では、菜種油かす施用区では、
Purpureocillium sp. EP015 の生菌数は、EP015 培養物 100kg/10a 施用区が最も
低く、次に EP015 培養物 200kg/10a 施用区であり、最も高い区は、EP015 培養
物 400kg/10a 施用区であった。EP015 培養物 100kg/10a 施用区に比べて EP015
培養物 200kg/10a 施用区で 1.5 倍、EP015 培養物 400kg/10a 施用区で 1.7 倍で
あった。一方、カニガラ施用区では、EP015 培養物 200kg/10a 施用区が最も低
く、次に EP015 培養物 100kg/10a 施用区であり、最も高い区は EP015 培養物
400kg/10a 施用区であった。EP015 培養物 200kg/10a 施用区に比べて EP015 培養
物 100kg/10a 施用区で 1.6 倍、EP015 培養物 400kg/10a 施用区で 1.9 倍であっ
た。菜種油かす施用区とカニガラ施用区を比較したとき、EP015 培養物
200kg/10a 施用区以外の区では、Purpureocillium sp. EP015 密度はカニガラ施
用区が菜種油かす施用区に比べて 1.2～1.5 倍であった。 
 
 
図 5-7. Purpureocillium sp. EP015 培 養 物 の 施 用 量 と 有 機 質 肥 料 の 違 い に よ る
Purpureocillium sp. EP015 の生菌数の推移への影響 A：菜種油かす施用、B：カニガラ施
用 
control は Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、 100kg/10a～ 400kg/10a は
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区、R は菜種油かす施用区、CS はカニガラ施用区を示
す。after previous harvest は前作後、1M before treatment は施用 1 ヶ月前（堆肥施用時）、
treatment time は Purpureocillium sp. EP015 培養物および有機質肥料施用時、transplanting 





施用区とカニガラ施用・EP015 培養物 200kg/10a 施用区に有意差が観察された
（p<0.05）が、他の区には有意差は観察されなかった。菜種油かす施用区では、
EP015 培養物 100kg/10a 施用区が最も低く、次に EP015 培養物無施用区、次に
200kg/10a 施用区であり、EP015 培養物 400kg/10a 施用区が最も高く、EP015 培
養物 100kg/10a施用区に比べてそれぞれ 1.7倍、2.1倍および 2.2倍であった。
一方、カニガラ施用区では、EP015 培養物無施用区が最も低く、次に EP015 培
養物 100kg/10a 施用区、次に EP015 培養物 400kg/10a 施用区であり、EP015 培
養物 200kg/10a 施用区が最も高く、EP015 培養物無施用区に比べてそれぞれ 1.1
倍、2.0 倍および 2.3 倍であった。菜種油かす施用区とカニガラ施用区を比較
したとき、EP015 培養物 200kg/10a 施用区および EP015 培養物 400kg/10a 施用
区では、カニガラ施用区の糸状菌数が菜種油かす施用区に比べて高く、菜種油
かす施用に比べて 1.2～1.4 倍であった。 
 
 
図 5-8. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量と有機質肥料の違いによる糸状菌数の推
移への影響 A：菜種油かす施用、B：カニガラ施用 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、100kg/10a～400kg/10a は、
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区、R は、菜種油かす施用区および CS は、カニガラ施
用区を示す。treatment time は、Purpureocillium sp. EP015 培養物および有機質肥料施用時、





5-9）。定植 20 週間後（収量調査時）では、菜種油かす施用区では、EP015 培
養物無施用区と EP015 培養物 100kg/10a 施用区は同数で最も低くなり、これら
の区に比べて EP015 培養物 200kg/10a 施用区および 400kg/10a 施用区では同数






図 5-9. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量と有機質肥料の違いによる細菌数の推移
への影響 A：菜種油かす施用、B：カニガラ施用 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、100kg/10a～400kg/10a は、
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区、R は、菜種油かす施用区および CS は、カニガラ施
用区を示す。treatment time は、Purpureocillium sp. EP015 培養物および有機質肥料施用時、
transplanting time は、サツマイモ苗定植時、4W～20W は、定植 4 週間後～20 週間後（収穫時）
を示す。 
 
放線菌数は、栽培期間中に緩やかに増加した（図 5-10）。定植 20 週間後（収
量調査時）では、菜種油かす施用区、カニガラ施用区とも、EP015 培養物無施
用区が最も低く、次に EP015 培養物 100kg/10a 施用区、EP015 培養物 200kg/10a
施用区であり、EP015 培養物 400kg/10a 施用区が最も高く、EP015 培養物
100kg/10a 施用区に比べて菜種油かす施用区ではそれぞれ 1.1 倍、1.4 倍および
A B 
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図 5-10. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量と施肥の違いによる放線菌数の推移への
影響 A：菜種油かす施用、B：カニガラ施用 
control は、Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、100kg/10a～400kg/10a は、線虫
卵寄生菌 EP15 培養物施用区、R は、菜種油かす施用区および CS は、カニガラ施用区を示す。
treatment time は、Purpureocillium sp. EP015 培養物および有機質肥料施用時、transplanting 




EP015 培養物 100kg/10a 施用区が最も低く、次に EP015 培養物 200kg/10a 施用







図 5-11. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量と施肥の違いによるサツマイモ収量への
影響 
control は、 Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、 100kg/10a～400kg/10a は、
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区、R は、菜種油かす施肥区および CS は、カニガラ施
肥区を示す。異なるアルファベット間で t検定において 5％水準の有意な差があることを示す。 
 
 
図 5-12. Purpureocillium sp. EP015 培養物の施用量と施肥の違いによるサツマイモの根こぶ
指数への影響 
control は、 Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、 100kg/10a～400kg/10a は、
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区、R は、菜種油かす施肥区および CS は、カニガラ施
肥区を示す。異なるアルファベット間で t検定において 5％水準の有意な差があることを示す。 
 



















ラ併用区は EP015 培養物無施用区に比べて約 10％増収した（図 5-13）。根こぶ
指数は、EP015 培養物無施用区とカニガラ併用区との間に有意差（t 検定・
p<0.05）が観察され、カニガラ併用区の根こぶ指数は EP015 培養物無施用区に
比べて 1/3 低下した（図 5-14）。また、有意差（t 検定・p<0.05）はなかった
が、全面全層区および植穴施用区の根こぶ指数も EP015 培養物無施用区に比べ
て約 20％低下した（図 5-14）。栽培後土壌のネコブセンチュウ密度は、処理区
間で有意差はなかった（図 5-15A、B）。株間では EP015 培養物無施用区と全面
全層区ではほぼ同等であり（図 5-15A）、植穴では EP015 培養物無施用区と植
穴施用区ではほぼ同等、EP015 培養物無施用区に比べてカニガラ併用区では約
45％低下した（図 5-15B）。栽培後土壌から Purpureocillium sp. EP015 が全
面全層区の株間では 2.4×104cfu/g、植穴施用区の植穴では 5.1×105cfu/g、カ
ニガラ併用区の株穴では 1.7×106cfu/g の密度で検出された（図 5-16）。 
 
 
図 5-13. Purpureocillium sp. EP015 培養物処理によるナスの収量の違い 
control：Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、standard：Purpureocillium sp. EP015
培養物全面全層施用区、plant hole：Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区および plant 
hole+CS：カニガラ混合 Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区を示す。異なるアルフ







図 5-14. Purpureocillium sp. EP015 培養物処理によるナスの根こぶ指数の違い 
control：Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、standard：Purpureocillium sp. EP015
培養物全面全層施用区、plant hole：Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区および plant 
hole+CS：カニガラ混合 Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区を示す。異なるアルフ
ァベット間で t 検定において 5％水準の有意な差があることを示す。 
 
 
図 5-15. Purpureocillium sp. EP015 培養物処理による栽培後土壌（株間：A、植穴：B）のネ
コブセンチュウ密度の違い 
control：Purpureocillium sp. EP015 培養物無施用区、standard：Purpureocillium sp. EP015
培養物全面全層施用区、plant hole：Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区および plant 
hole+CS：カニガラ混合 Purpureocillium sp. EP015 培養物植穴施用区を示す。異なるアルフ












図 5-16. Purpureocillium sp. EP015 培養物処理による栽培後土壌の Purpureocillium sp. 
EP015 の生菌数の違い 
standard：Purpureocillium sp. EP015 培養物全面全層施用区、plant hole：Purpureocillium 
sp. EP015 培養物植穴施用区および plant hole+CS：カニガラ混合 Purpureocillium sp. EP015





土壌中の Purpureocillium sp. EP015 の生菌数が多くなるにつれて、Ct 値が
低下し、相関関係が認められた（p<0.05）ことから、リアルタイム PCR 法で土
壌中の Purpureocillium sp. EP015 の計数が可能と考えられた。 
Purpureocillium sp. EP015 培養物（以下、EP015 培養物と呼ぶ。）の効果の
確認では、ネコブ密度について有意差（t 検定・p<0.05）が観察されなかった
が、EP015 培養物施用区のネコブ密度は、EP015 培養物無施用区のネコブ密度に
比べて約 40％低下し、滅菌 EP015 培養物施用区のネコブ密度は EP015 培養物無
施用区のネコブ密度とほぼ同等であったことから、ネコブ密度の低下は培養基
材による効果ではなく、培養基材に培養した Purpureocillium sp. EP015 によ
るものであることが示唆された。 
EP015 培養物の施用量の検討では、ネコブ密度について EP015 培養物無施用
区と EP015 培養物 600kg/10a 施用区との間で有意差（t 検定・p<0.05）が観察
され、EP015 培養物 600kg/10a 施用区のネコブ密度は EP015 培養物無施用区の
約 1/6 になったことから、EP015 培養物の施用効果が確認でき、EP015 培養物の





用したときの Purpureocillium sp. EP015 の生菌数は 5.3×105cfu/g である。
一方、P. lilacinum 251 株の分生子製剤「BioActWG」の標準施用量 4～8kg/ha
（Anastasiadis ら 2008）を施用したときの土壌中の P. lilacinum 251 株の
分生子密度は、2.7×105～5.4×105分生子/g となり、EP015 培養物を 600kg/10a
施用したときの Purpureocillium sp. EP015 の菌密度と極めて近い値になった。
これらのことから Purpureocillium 属の糸状菌で線虫を防除するためには 2.7
×105～5.4×105 分生子/g 以上の菌数が必要と考えられる。EP015 培養物を
600kg/10a 相当よりも多く施用した区では、有意差は観察されなかったものの、
600kg/10a 相当施用区よりもネコブ密度が高くなる傾向が観察された。施用時





















培養物 200kg/10a 施用区および EP015 培養物 400kg/10a 施用区の間で有意差が
観察された（p<0.05）ことから EP015 培養物による線虫害軽減効果が観察され
たと考えられる。栽培後土壌の Purpureocillium sp. EP015 の生残菌数が EP015
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培養物 200kg/10a 施用区と EP015 培養物 400kg/10a 施用区でほぼ同等であった
ことから EP015 培養物を 400kg/10a 施用しても EP015 培養物 200kg/10a 施用と
同程度しか定着しない可能性が示唆された。また、ネコブセンチュウ密度が
EP015 培養物 200kg/10a 施用区と EP015 培養物 400kg/10a 施用区で有意差（t
検定・p<0.05）がないことことから、ネコブセンチュウ防除を目的とした場合、
EP015 培養物 200kg/10a 施用区で線虫害軽減効果が発揮されると考えられる。 
無底ポットにおいてサツマイモを栽培したときの EP015 培養物の施用による
土壌微生物相、ネコブセンチュウ数およびサツマイモへの影響について調査し
たところ、Purpureocillium sp. EP015 の生菌数は EP015 培養物の施用直後か
ら緩やかに減少し、どの処理区も 105cfu/g 土壌になったので、EP015 培養物を
多量に施用しても 105cfu/g 土壌になってしまう可能性が示唆された。また、
EP015 培養物施用区の Purpureocillium sp. EP015 の生菌数はカニガラ施用区
よりも菜種油かす施用区の方がやや高かったことから、カニガラが















として、カニガラ併用区の株穴の栽培後土壌から Purpureocillium sp. EP015
がでは 1.7×106cfu/g の密度で検出されたことから、ナスの栽培期間を通して
Purpureocillium sp. EP015 の生菌数が線虫を防除するために必要な菌数は 5.3
×105cfu/g 以上であったことが挙げられる。また、全面全層区および植穴施用



























Pyrowolakis ら 2002、 Hallmann ら 2009、豊田 2011、Yang ら 2012）。














本研究の圃場試験で線虫捕捉菌 Arthrobotrys sp. TF006 を接種して栽培試験







一方、本試験の無底ポットおよび圃場試験において Purpureocillium sp. 
EP015 については Purpureocillium sp. EP015 培養物を施用した場合では土壌
への定着が観察され、線虫捕捉菌よりも土壌への定着性がよいと考えられた。
土壌中での Purpureocillium sp. EP015 の生菌数の推移は、施用後から徐々に
低下し、栽培後土壌では生菌数が 104～105cfu/g 土壌になった。ポット試験の
結果では、線虫害抑止効果が発揮される土壌中の Purpureocillium sp. EP015
の生菌数が 5.3×105cfu/g 土壌であった。本試験に供試した栽培後土壌での
Purpureocillium sp. EP015 の生菌数が 5.3×105cfu/g 土壌以下になったこと
から、供試土壌と同様の土壌条件では作物を作付けるごとに Purpureocillium 
sp. EP015 培養物を施用しなければ線虫害軽減効果が持続しないと考えられた。 
 
2. Purpureocillium sp. EP015 と他の土壌微生物との相互関係 
 
 線虫寄生菌 Purpureocillium の菌糸からセリンプロテアーゼ、キチナーゼ産
生され、これらの酵素が線虫卵への寄生に重要な働きをすることが知られてい





Purpureocillium sp. EP015 培養物施用区では Purpureocillium sp. EP015 以
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外の糸状菌数が対照区（無処理区）に比べて低下することが観察されたことか
ら、Purpureocillium sp. EP015 の産生するキチナーゼが糸状菌に影響を与え
た可能性が示唆された。また、放線菌数は、菜種油かす施肥区に比べてカニガ
ラ施肥区の方が多く、Purpureocillium sp. EP015 およびその他の糸状菌数は
菜種油かす施肥区に比べてカニガラ施肥区の方が低く推移する傾向にあったこ
とから、これらも放線菌の産生するキチナーゼにより影響を受けている可能性
も示唆された。一方、Purpureocillium sp. EP015 と細菌との関係は観察され
ず、これらとの相互作用が小さいことが示唆された。 
 









 本研究で供試した線虫寄生菌 Purpureocillium sp. EP015 は、条件的寄生性
菌であり、線虫卵に寄生する。植物寄生性線虫卵に汚染された土壌に
Purpureocillium sp. EP015 培養物を施用することで、土壌中の植物寄生性線
虫数の低下が観察されたことから、Purpureocillium sp. EP015 が線虫卵に寄
生し、線虫卵を破壊することで、植物寄生性線虫数が低下したことが示唆され、
線虫害抑制効果を発揮する菌数は、5.3×105cfu/g 土壌（培養物の施用量とし
て 600kg/10a 相当）であることが明らかになった。さらに、Purpureocillium sp. 
EP015 培養物を施用してから時間をおいて定植することで線虫害抑制効果が高
くなる傾向であったことから、培養物中の Purpureocillium sp. EP015 の菌糸
もしくは分生子から発芽した菌糸が線虫卵に到達し、寄生するまでの猶予時間
がある程度必要であることが考えられた。この結果は、Anastasiadis ら（2008）
が行った Purpureocillium lilacinum 251 菌株を製剤化した「BioActWG」施用
時期の検討において、「BioActWG」の施用からネコブセンチュウ卵の接種まで
の時間的間隔と被害度に有意差がなかったとする試験結果とは異なった。しか
し、Anastasiadis ら（2008）は、「BioActWG」の圃場試験では定植から 2 週間
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（Sarathchandra ら 1996、Radwan ら 2012）。本研究では、圃場試験におい
てキチンを含有するカニガラを施用することで、Purpureocillium sp. EP015
の線虫害抑止効果が高まる傾向にあることが観察され、Purpureocillium sp. 
EP015 培養物を植穴処理する場合、カニガラを併用した条件で Purpureocillium 
sp. EP015 の定着性が増した。したがって、カニガラを施用することで
Purpureocillium sp. EP015 のキチナーゼ産生が誘導され、線虫卵の卵殻であ
るキチン層がより溶解しやすくなる環境になり、ネコブセンチュウ数が低下し
たことが考えられる。また、Purpureocillium sp. EP015 がカニガラを資化す
ることで栄養状態が良好となり、Purpureocillium sp. EP015 の生残性が良好
になることが考えられた。 
 Purpureocillium sp. EP015 は線虫卵を資化することから線虫卵が多く存在
する土壌環境の方が定着する可能性が高いと考えられる。線虫卵の多寡が






密度 2 頭/20g 土壌以上で観察された。この値は既報のサツマイモネコブセンチ
ュウのナスの要防除水準 1 J2/20g 土壌（Schomaker・Been 2006）と極めて類
似した。一方、リアルタイム PCR 法ではサツマイモネコブセンチュウとキタネ
コブセンチュウの初期密度の合計で 128 J2/20g土壌以上でナスの収量低下が観











度 5 の根の状態は、「大きな根こぶが根域の 25％にある」であることから、根
こぶが連続して発生し大きくなるとナス収量に影響することが示唆された。し



















第 7 章 総合摘要 
 
 本研究は、作物（ナス「千両 2 号」）の収量とネコブセンチュウ初期密度と
の関係を解析し、収量低下が起きるネコブセンチュウ初期密度および根こぶ指
数（10 段階評価）を明らかにした。さらに、線虫防除にとって最適な線虫寄生






捉器官の形態からすべて Arthrobotrys であると考えられた。 
単離した線虫捕捉菌のうち、生育が旺盛な Arthrobotrys sp. TF006 を大量培
養に供試した。 
株式会社テクノスルガ・ラボによる試験結果では、Arthrobotrys sp. TF006
の ITS-5.8S rDNA 塩基配列は、アポロン DB-FU および国際塩基配列データベー












の ITS-5.8S rDNA 塩基配列は、アポロン DB-FU および国際塩基配列データベー
スに対する相同性検索の結果、子嚢菌門の一種である Purpureocillium 
lilacinum (Thom)Luangsa-ard, Hywel-Jones & Samson あるいはそれに近縁な
Purpureocillium sp.と推定された（以降、 Paecilomyces sp.EP015 は、







ンチュウの初期密度の合計で 128 J2/20g 土壌以上で収量低下が観察された。 
サツマイモネコブセンチュウ初期密度では 115 J2/20g土壌以上で収量低下が
観察された。 
 ナスの収量低下が起きる根こぶ指数（10 段階評価）は、5 であった。 
 
4. Purpureocillium sp. EP015 培養物の線虫害抑制に対する効果的な施用方法 
 
Purpureocillium sp. EP015 培養物の最適な施用量は、600kg/10a であった。 
Purpureocillium sp. EP015 培養物の最適な施用時期は、定植から 2 週間前
にあった。 
 野外の無底ポット試験において Purpureocillium sp. EP015 の生菌数は
Purpureocillium sp. EP015 培養物施用直後から緩やかに減少し、栽培後には
Purpureocillium sp. EP015 の生菌数が 105cfu/g 土壌になった。 
圃場試験において、Purpureocillium sp. EP015 培養物とカニガラを同時に
植穴施用することによりナスの収量増加が観察され、根こぶ指数は 5 以下にな
った。栽培後の Purpureocillium sp. EP015生菌数が Purpureocillium sp. EP015
培養物とカニガラを同時に植穴施用した区では 106cfu/g 土壌になった。 
 Purpureocillium sp. EP015 培養物とカニガラを同時に施用したとき、菜種






リアルタイム PCR 法で Purpureocillium lilacinum 特異的プライマーを用い
て土壌中の Purpureocillium sp. EP015 の菌密度の検量線を作出し、土壌中の
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